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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Transfektion ssy- 
stem enthaltend cincn oder mehrere Infiltrator-Katheter, 
eine oder mehrere Nukieinsauren, und gegebenenfalls ge- 
eignete Hilfs- und/oder Zusatzstoffe, sowie seine Herstel- 
lung und Verwendung in der somatischen Gentherapie. 

Die lokale gentherapeutische Behandlung vaskularer Er- 
krankungen stelit in der interventionellen Kardiologie eine 
vielversprechende Perspektive dar, die beispielsweise den 
WiederverschluB von GefaBen (Restenose) nach einer me- 
chanischen Aufdehnung des verschlossenen GefaBcs Hiit ei- 
nem Ballonkatheter (sogenannte perkutane transluminale 
Koronarangioplastie; PfCA) verhindern konnte, da nach ei- 
ner PTCA-Behandlung es heute immer noch in 30-40% al- 
ter Falle zu einer Restenose kommt. 

Die systemische Gabe von Pharrnaka hat trotz vielver- 
sprechender theoretischer Konzepte keine Verbesserung des 
Langzeiterfolges nach PTCA erbracht, vermutlich weil die 
aktuelle Konzentration des Therapeutikums im Bereich der 
behandelten Stenose nicht ausreichend war. Diese Ergeb- 
nisse haben zu der Entwicklung verschiedener Spezialkathe- 
ter gefuhrt, die die lokale Behandlung eines geschadigten 
GefaBabschnittes mit speziellen Pharrnaka erlauben. 

Ein Nachteil bei der lokalen Applikation von Medika- 
menten, insbesondere von Medikarnenten mit geringem 
Molekulargewicht, mit Spezialkathetern ist jedoch ein 
schnelles Herausdiffundieren aus dem behandelten GefaB- 
abschnitt. Die gewunschte Depothildung halt, nur kurzfristig 
an. 

Eine Verlangerung der therapeutischen Wirkung kann 
nun beispielsweise dadurch erreicht werden, daB therapeu- 
tisch wirksame Gene uber einen somatischen Gentransfer 
lokal in die GefaBwand uhertragen und dort exprimiert wer- 
den. 

Fur den Gentransfer in die GefaBwand sind im wesentli- 
chen drci Komponenten notwcndig: 

- Ein therapeutisch wirksames Gen, das bei lokaler 
Expression beispielsweise zur Synthese eines Faktors 
fiihrt, der die Restenosebildung hemmt. 

- Ein Transfektionssystern, das eine moglichst effi- 
ziente Transfektion der GefaBwand mit dem therapeu- 
tischen Gen ermoglicht. 

- Eine effiziente Kathelertcchnologie, die es crlaubt, 
unter Einsatz minimal invasiver Techniken gezielt ein- 
zelne GefaBabschnitte in vivo zu trans fizieren. 

Schrader, J. & Godccke, A. (DE 44 11 402) fanden nun, 
daB die Transfektion mit. dem StickstofYmonoxid-Synthase- 
gen in Form eines Liposomenkomplexes in BlutgefaBe zu 
einer therapeutisch relevanten Hemmung der GefaB-Stenose 
und der Restenose nach PTCA fiihrt. Fur die Transfektion 
rnit Hilfe der DNA-Liposornenkomplexe wurde jedoch ein 
Polyethylen-Katheter verwendet, der den Blutstrom des Ge- 
faBes fur 15-20 Minuten unterbrach. Zudem fuhrte die 
Transfektion in einigen Fallen zu einer Thrombose nach 
Wiedereroffnung des GefaBes. 

In der Literatur sind bereits einige andere Spezialkatheter 
beschrieben worden, mit denen das Problem einer lokalen 
Applikation von Pharrnaka gelost werden soil. 

Beispielsweise erlaubt es der Doppelballonkatheter, einen 
definierten GefaBabschnitt durch Inflation eines distal und 
eines proximal von dem zu transfizierenden GefaBabschnitt 
gelegenen Ballons von der Zirkulation abzutrennen (siehe 
z. B. Nathan, A. & EdcLman E. R. (1995) in Edehnan, E. R. 
(ed.), "Frontiers in Cardiology; Molecular Interventions and 
Local Drug Delivery" Saunders Company Ltd., London, 
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GB, 29-52). Das so isolierte Lumen wird dann rnit dem 
Therapeutikum gefullt, das durch Diffusion in die GefaB- 
wand gelangt. Nachteilig fiir diesen Katheter sind jedoch die 
langen VerschluBzeitcn der GefaBe bei der Anwendung und 
5 man erreicht im wesentlichen nur die innersten Zellagen der 
GefaBe. Daher ist dieser Kathetertyp fur den somatischen 
Gentransfer nicht geeignet. 

Der porose Ballon wurde cntwickelt, um ein Therpeuli- 
kum unter Druck durch Poren in einem inflatierten Ballon in 
to die GefaBwand zu pressen und so eine transmural Vertei- 
lung des Therpeutikums zu erreichen. Die erforderlichen ho- 
hen Drucke zur Injektion (2-5 atm.) fuhrten aber haufig zu 
starken mechanischen Zerstorungen der GefaBwand, die 
sich entweder in Dissektionen oder in der Entwicklung ne- 
15 krotischer Zonen in der Media auBerten. Daher schied dieser 
Kathetertyp ebenso fur den somatischen Gentransfer aus. 

Das Funktionsprinzip des Dispatch-Katheters ahnelt. im 
Prinzip dem oben beschriebenen Doppelballonkatheter 
(siehe z. B. McRay, R. G. et al. (1994), Catherization and 

20 Cardiovascular Diagnosis, 33, 181-188). Der zu behan- 
delnde GefaBabschnitt wird hier allerdings nicht durch zwei 
periphere Ballons vom Rest des Kreislaufs abgetrennt, son- 
dern durch eine Spirale, die sich nach Inflation an die GefaB- 
wand anlegt. Durch Offnungen im Katheterschaft zwischen 

25 den Spiral elementen werden die Vektoren in die abgeschlos- 
sene Kammer injiziert. Die Transfektion erfolgt durch Dif- 
fusion. Um die notwendige lange Transfektionszeit von ca. 
30 Minuten zu ermoglichen ohne die distal gelegenen Berei- 
che von der Durchblutung abzuschneiden, wurde eine im 
30 Schaft des aufgeblasenen Katheters verlaufende Leitung ge- 
legt, die den BlutfluB ermoglicht. 

Der Nadelinjektionskatheter (NIC) ist gekennzeichnet 
durch drei Injektionsnadeln, die aus der abgerundeten Spitze 
eines Katheters ausgefahren werden konnen und dann in die 
35 GefaBwand eindringen (siehe z. B. Gonschior, P. et al. 
(1995) Coronary Artery Disease, 6, 329-344). Uber diese 
Nadeln konnten bereits Pharrnaka in die GefaBwand injiziert 
werden. 

Die Handhabung des NIC ist jedoch schwierig, da keine 
40 einfache Kontrolle daruber moglich ist, wie weit die Nadeln 
aus dem Kathcterkopf bereits ausgctreten sind, wodurch 
aber die Injektionstiefe definiert wird. Dies beinhaltet das 
Risiko einer Perforation der GefaBwand und damit die 
Transfektion peri vaskularer Gewebe, aber auch einer Blu- 
45 tung aus dem GefaB. Diese Gefahr ist besonders bei der 
Transfektion exzentrischer Plaques gegeben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein 
Transfektionssystern zu finden, das den somatischen Gen- 
transfer in GefaBe eflektiv und auf moglichst schonendc Art 
50 und Weise bewerkstelligen kann. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein 
Transfektionssystern enthaltend einen oder mehrere Infiltra- 
tor-Katheter, eine oder mehrere Nukieinsauren, und gegebe- 
nenfalls geeignete Hilfs- und/oder Zusatzstoffe. 
55 Der Infiltrator-Katheter ist ein Spezialkatheter, der fur die 
intravaskulare Injektion von Pharrnaka in die GefaBwand 
entwickelt wurde. Es handelt sich hierbei um einen Ballon- 
katheter, aus dessen Oberflache Injektionsports (rohrenfor- 
mige, stoHenartige Erweiterungen zur Verabreichung eines 
60 oder mehrerer Wirkstoffe) ragen. Die Hone der Injektions- 
ports betragt ublicherweise ca. 100-500 um, vorzugsweise 
ca. 100-250 um, insbesondere ca. 100 um und die Anzahl 
der Injektionsports je Ballon betragt ublicherweise ca. 5x7, 
vorzugsweise ca. 3x7. Durch Inflatieren des Ballons bei 
65 ublicherweise ca. 2 atm werden diese Injektionsports in die 
GefaBwand gedriickt. Uber die Injektionsports konnen dann 
im allgemeinen bis zu ca. 500 pi, vorzugsweise ca. 
250-300 ul Wirkstoff bzw. Wirkstoffe unter niedrigem 
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Druck, vorzugsweise ca. 100-200 mm Hg, insbesondere ca. 
150 mm Hg, in die GefaBwand injiziert werden. 

Ublicherweise handelt es sich bei dem Katheter urn einen 
mchrlurnigcn, insbesondere um einen doppellumigen, be- 
sonders bevorzugt um einen dreilumigen Katheter. 5 

Der doppellumige Katheter besteht im allgemeinen aus 
einem rohrenformigen Schaft und dem genannten aufblas- 
barcn Ballon, der an einer geeignetcn S telle den Schaft um- 
schlieRt. Der Schaft enthalt an der Stelle des Ballons eine 
oder rnehrere Offnungen, uber die der Ballon aufgeblasen 10 
und der Wirkstoff in den Ballon gelangen kann. Von dort ge- 
langt der Wirkstoff uber die Injektionsports in die GefaB- 
wand. Besonders bevorzugt. ist ein zweilumiger Infiltrator- 
Katheter wie in US Patent 5,112,305 oder US Patent 
5,242,397 beschrieben. 15 

Besonders bevorzugt ist ein dreilumiger Infiltrator-Kathe- 
ter, der einen zentralen rohrenformigen Schaft, einen auf- 
blasbaren Ballon, der den Schaft an einer geeigneten Stelle 
umschlieBt, und eine rohrenformige Manschette enthalt, die 
an der Stelle des aufblasbaren Ballons die genannten Injek- 20 
tionsports enthalt. Nach der Positionierung des Katheters 
wird der Ballon inflatiert, wobei die genannte Manschette 
mit den Injektionsports gegen die GefaBwand gedruckt 
wird. AnschlieBend wird der Wirkstoff in die rohrenformige 
Manschette verbracht, um von dort uber die Injektionsports 25 
in die GefaBwand zu gelangen. Besonders bevorzugt als ein 
dreilumiger Infiltrator-Katheter ist ein Katheter wie in 
EP 0 753 322 Al oder EP 0 768 098 A2 beschrieben. 

Tm allgemeinen enthalt das erfindungsgemaBe Transfekti- 
onssystem zusatzlich einen Fuhrungsdraht, der eine korrekte 30 
Positionierung des Katheters ermoglicht. 

Die Nukleinsaure des erfindungsgemaBen Trans fektions- 
systems iiegt beispielsweise als nackte Nukleinsaure oder 
vorzugsweise in viraler oder nicht-viraler Form als einzel- 
oder doppelstrangige DNA oder als RNA vor. 35 

Als nackte Nukleinsaure eignet sich beispielsweise eine 
Nukleinsaure in Form einer Plasmid-DNA oder cin sogc- 
nanntes Antisense-Oligonukleotid (siehe z. B. Uhlmann, E. 
& Peyman, A. (1990) Chemical Reviews, 90, 543-584, No. 
4). 40 

Beispiele von viralen Fonnen der Nukleinsaure sind rc- 
kombinante Adenoviren, insbesondere replikationsdefi- 
ziente Adenoviren, oder rekombinante Adeno-assoziierte 
Viren (AAV), insbesondere solche, die ausschlieBlich aus 
zwei invertierten tenninalen Wiederholungssequenzcn 45 
(TTR) und der genannten Nukleinsaure und gegebenen falls 
nicht-AAV-spezifischen Nukleinsauren bestehen. 

Zur Herstellung der rekombinanten Viren wird eine ge- 
wiinsehtc Nukleinsaure in den entsprechcnden Virusvektor 
nach dem Fachmann allgemein bekannten Verfahren klo- 50 
niert. 

Ein Adenovirusvektor und insbesondere ein replikations- 
defizicnter Adenovirusvektor zur Herstellung von rekombi- 
nanten Adenoviren ist aus den folgenden Griinden bevor- 
zugt. 55 

Das humane Adenovirus gehort zu der Klasse der doppel- 
strangigen DNA-Viren mit einem Genom von ca. 36 Kiloba- 
senpaaren (Kb). Die virale DNA kodiert fur etwa 2700 ver- 
schiedene Genprodukte, wobei man fruhe ("early genes") 
und spate ("late genes") Gene un terse heidet. Die friihen 60 
Gene werden in vier transkriptionellen Einheiten, El bis E4, 
untcrtcilt. Die spatcn Gene kodiercn fur die Kapsidprotcine. 
Immunologisch konnen mindestens 42 verschiedene Ade- 
noviren und die Untergruppen A bis F uhterschieden wer- 
den, die alle fiir die vorliegende Erfindung geeignet sind. 65 
Die Transkription der viralen Gene sctzt die Expression der 
El -Region voraus, welche fiir einen Transaktivator der ade- 
no viralen Genexpression kodiert. Diese Abhangigkeit der 
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Expression aller nachfolgenden viralen Gene von dem El- 
Transaktivator kann fiir die Konstruktion der nicht replikati- 
onsfahigen adenoviralen Vektoren genutzt werden (siehe 
z. B. McGrory, W.J. et al. (1988) Virol., 163, 614-617 und 
Gluzrnan, Y. et al. (1982) in "Eukaryotic Viral Vectors" 
(Gluzman, Y. ed.), 187-192, Cold Spring Harbor Press, 
Cold Spring Harbor, New York). In adenoviralen Vektoren, 
insbesondere vorn Typ 5 (Sequcnz siehe Chroboczek, J. et 
al. (1992) Virol., 186, 280-285) und vor allem von der Un- 
tergruppe C, wird im allgemeinen die El-Genregion durch 
eine gewunschte Nukleinsaure, beispielsweise durch eine 
Nukleinsaure, die fur ein therapeutisch wirksames Genpro- 
dukt kodiert und einen eigenen Promotor enthalt, ersetzt. 
Durch den Austausch der El-Genregion, welche fiir die Ex- 
pression der nachgeschalteten adenoviralen Gene Vorausset- 
zung ist, entsteht ein nicht replikationsfahiges Adenovirus. 
Diese Viren konnen sich dann nur in einer Zellinie vermeh- 
ren, welche die fehlenden El -Gene ersetzt. 

Replikationsdefiziente Adenoviren werden daher im all- 
gemeinen durch homologe Rekombination in der sogenann- 
ten 293-Zellinie (humane embryonale Nierenzellinie), die 
eine Kopie der El -Region stabil im Genom integriert hat, 
gebildet. Hierzu werden unter Kontrolle eines geeigneten 
Promotors, z. B. des CMV-Enhancer (siehe z. B. 
EP0 173 177), die gewunschte Nukleinsaure in rekombi- 
nante adenovirale Plasmide kloniert. AnschlieBend erfolgt 
die homologe Rekombination mit einem El-defizienten ade- 
noviralen Genom, wie z. B. dl327 oder del 1324 (Adenovi- 
rus 5), in der Helferzellinie 293. Bei erfolgreicher Rekombi- 
nation werden virale Plaques geerntet. Die so erzeugten re- 
plikationsdefizienten Viren werden in hohen Titern (bei- 
spielsweise 10 9 bis 10 u "plaque forming units" oder plaque- 
bildenden Einheiten) zur Infektion der Zellkultur oder fur 
die somatische Gentherapie eingesetzt. 

Im allgemeinen ist die genaue Insertionsstelle der Nukle- 
insaure in das adenovirale Genom nicht kritisch. Es ist z. B. 
auch moglich, die erfindungsgemaBe Nukleinsaure an die 
Stelle des deletierten E3-Gens zu klonieren (Karlsson, S. et 
al. EMBO J., 5, 1986, 2377-2385). Vorzugsweise wird je- 
doch die El -Region oder Teile davon, z. B. die El A- oder 
ElB-Region (siehe z. B. WO 95/00655) durch die ge- 
wunschte Nukleinsaure ersetzt, vor allem, wenn auch die 
E3-Region deletiert ist. 

Die vorliegende Erfindung ist jedoch nicht auf das adeno- 
virale Vektorsystcm beschrankt, sondern auch Adeno-asso- 
ziierte Virusvektoren eignen sich aus folgenden Griinden in 
besonderer Weise. 

Das AAV- Virus gehort zur Familie der Parvoviren. Diese 
zeichnen sich durch cin ikosaedrisches, unbehulltcs Kapsid 
mit einem Durchmesser von 1 8 bis 30 nm aus, welches eine 
lineare, einzelstrangige DNA von ca. 5 kb enthalt. Fur eine 
effiziente Vermehrung von AAV ist eine Koinfektion der 
Wirtszelle mit Helferviren erforderlich. Als Heifer eignen 
sich beispielsweise Adenoviren (Ad5 oder Ad2), Herpesvi- 
ren und Vacciniaviren (Muzyczka, N. (1992) Curr. Top. Mi- 
crobiol. Immunol., 158, 97-129). In Abwesenheit eines Hel- 
fervirus geht AAV in einen Latenzzustand uber, wobei das 
Virusgenom in der Lage ist, stabil in das Wirtszellgenom zu 
integrieren. Die Eigenschaft von AAV, in das Wirtsgenom 
zu integrieren, macht es als Transduktionsvektor fur Sauge- 
tierzellen besonders interessant. 

Fur die Vcktorfunktioncn geniigen im allgemeinen die 
beiden ca. 145 bp langen invertierten terminal en Wiederho- 
lungssequenzen (TTR: inverted terminal repeats; siehe z. B. 
WO 95/23867). Sie tragen die in "cis" notwendigen Signale 
fur Replikation, Verpackung und Integration in das Wirts- 
zellgenom. Daher kann das rekombinante AAV auch aus- 
schlieBlich aus zwei ITRs und der gewunschten Nuklein- 
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saure und gegebenenfalls nicht-AAV-spezifische Nuklein- 
sauren, die beispielsweise aus dem Klonierungsvektor stam- 
rnen, bestehen. 

Zur Verpaekung in rekombinanle Vektorpartikel wird ein 
Vektorplasmid, welches die Gene fiir nicht-strukturelle Pro- 5 
teine (rep-Proteine) und fiir strukturelle Proteine (cap-Prote- 
ine) tragt, in Adenovirns-infizierte Zellen transfiziert. Nach 
einigen Tagcn wird ein zcllfreics LysaL hergestellt, welches 
neben den rekombinanten AAV-Partikeln auch Adenoviren 
enthalt. Die Adenoviren konnen vorteilhafterweise durch 10 
Erhitzen auf 56°C oder durch Bandieren im Casiumchlorid- 
Gradienlen entfernt wcrdcn. Mit dieser Cotransfektionsme- 
thode sind rekombinante AAV- Titer von 10 5 bis 10 6 IE/rni 
erzielbar. Die Kontamination durch Wildtypviren liegt un- 
terhalb der Nachweisgrenze, wenn das Verpackungsplasmid 1 5 
und das Vektorplasmid keine uberlappenden Sequenzen be- 
sitzen (Samulski, R.J. (1989) J. Virol., 63, 3822-3828). 

Der Transfer der gewiinschten Nukleinsaure in sornati- 
sche Korperzellen kann durch AAV in ruhende, differen- 
zierte Zellen erfolgen, was fiir die somatische Gentherapie 20 
besonders vorteilhaft. ist. Durch die erwahntelntegrationsfa- 
higkeit kann auch eine lang anhaltende Genexpression in 
vivo gewahrleistet werden, was wiederum besonders vor- 
teilhaft ist. Ein weiterer Vorteil wen AAV ist, daB das Virus 
nicht pathogen fiir den Menschen und relativ stabil in vivo 25 
ist. Die Kionierung der gewiinschten Nukleinsaure in den 
AAV- Vektor oder Teilen davon erfolgt nach dem Fachmann 
bekannten Methoden, wie sie z. B. in der WO 95/23867, bei 
Chiorini, J.A. et al. (1995), Human Gene Therapy, 6, 
1531-1541 oder Kotin, R.M. (1994), Human Gene Therapy, 30 
5, 793-801 beschrieben sind. 

Gentherapeutisch wirksame Nukleinsauren lassen sich 
auch dadurch erhaiten, daB man die gewunschte Nuklein- 
saure mit. Liposomen komplexiert, da darnit eine sehr hohe 
Trans fektionseffizienz, insbesondere der GefaBwand, er- 35 
reicht werden kann (siehe z. B. DE44 11 402 Al). Beson- 
ders vorteilhaft ist die Transfektion mit Nukleinsaure- Lipo- 
somen-Komplexen mit. Hilfe von Sendai- Viren in Form von 
sogenannten HVJ-Liposomen (Virosomen), da hierdurch 
die Transfektionsrate noch weiter gesteigert werden kann. 40 

Bei der Lipofektion werden kleine unilamellare Vesikcl 
aus beispielsweise kationischen Lipiden durch Ultraschali- 
behandlung der Liposomensuspension hergestellt. Die Nu- 
kleinsaure wird ionisch auf der Oberflache der Liposomen 
gebunden, und zwar in einem solchen Verhaltnis, daB eine 45 
positive Nelloladung verbleibt und die Nukleinsaure zu 
100% von den Liposomen komplexiert wird. Neben den von 
Feigner et al. (Feigner, P. L. et al. (1987), Proc. Natl. Acad. 
Sci USA, 84, 7413-7414) eingcsetzten Lipidmischungen 
DOTMA (l,2-Dioleyloxypropyl-3-trimethyl-ammonium- 50 
bromid) und DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolarnin) 
wurden inzwischen zahlreiche neue Lipidformulierungen 
synthetisiert und auf ihre Effizienz der Transfektion vcr- 
schiedener Zellinien getestet (Behr, J.P. et al. (1989), Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 86, 6982-6986; Feigner, J.H. et al. 55 
(1994) I. Biol. Chem., 269, 2550-2561; Gao, X. & Huang, 
L. (1991), Biochim. Biophys. Acta, 1189, 195-203). Bei- 
spiele der neuen Lipidformulierungen sind DOTAP N-[l- 
(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniume- 
thylsulfat oder DOGS (TRANS FECTAM; Dioctadecylami- 60 
doglycylspermin). Ein Beispiel fiir die Herstellung von 
DNA-Liposomcnkomplexen aus Phosphatidylcholin, Phos- 
phatidylserin und Cholesterin und deren erfolgreiche An- 
wendung in der Transfektion von GefaBwanden mit Hilfe 
von Sendai- Viren ist in der DE 44 1 1 402 beschrieben. 65 

Besonders vorteilhaft ist es, wenn der Nuklcinsaure-Lipo- 
somenkomplex Nukleinsaure-Bindeproteine, beispielsweise 
chromosomale Proteine, vorzugsweise HMG-Proteine 
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(High Mobility Group Proteine), insbesondere HMG- 1 oder 
HMG-2, oder nukleosomale Histone wie H2A, H2B, H3 
oder H4 enthalt, da hierdurch die Expression der gewiinsch- 
ten Nukleinsaure inindestens 3-10-fach gesteigert werden 
kann. Die chromosomalen Proteine konnen beispielsweise 
aus Kalbsthymus oder Rattenleber nach allgemein bekann- 
ten Verfahren isoliert oder gentechnisch hergestellt werden. 
Humancs HMG-1 kann beispielsweise nach dem Fachmann 
bekannten Methoden besonders einfach gentechnisch unter 
Verwendung der humanen cDNA-Sequenz aus Wen, L. et al. 
(1989) Nucleic Acids Res., 17(3), 1197-1214, hergestellte 
werden. 

Die gewunschte Nukleinsaure ist im allgerneinen eine 
Nukleinsaure, die fiir ein therapeutisch wirksames Genpro- 
dukt kodiert. 

Beispiele von Nukleinsauren, die fiir ein therapeutisch 
wirksames Genprodukt kodiert, sind das S ticks toff monoxid- 
Synthase-Gen, insbesondere ein Gen, das fiir die induzier- 
bare S ticks toff monoxid- Synthase kodiert (siehe z. B. 
DE44 11 402 Al), das Erythropoietin-Gen (siehe z. B. 
EP0 148 605 Bl), das Insulin-Gen (siehe z. B. 
EP0 001 929 Bl) oder die Gene kodierend fur Blutgerin- 
nungsfaktoren, Interferone, Cytokine, Hormone, Wachs- 
tumsfaktoren usw. Besonders bevorzugt sind Gene, die fiir 
im Blut vorkommende Proteine kodieren. Die erfindungsge- 
maBe somatische Gentherapie der GefaBwand kann auf be- 
sonders einfache und dauerhafte Weise beispielsweise eine 
krankhafte Mangelerscheinung, wie z. B, einen Mangel an 
Insulin bei Diabetiker, einen Mangel am Faktor VTTT bei 
Bluter, einen Mangel an Erythropoietin bei Nierenpatienten, 
einen Mangel an Thrombopoietin oder einen Mangel an So- 
matostatin bei Zwergwuchs, durch eine Erhohung der Plas- 
makonzentrationen des jeweiligen Wirkstoffes beheben 
bzw. lindern. Die vorliegende Erfindung ist daher nicht nur 
auf die Therapie rein vaskularer Erkrankungen, wie z. B. die 
Arteriosklerose, Stenose oder Restenose, beschrankt, son- 
dern ist allgemein anwendbar. 

Fur die beschriebene gentherapeutische Anwendung istes 
auch von Vorteil, wenn der Teil der Nukleinsaure, der fiir 
das Polypeptid kodiert, ein oder mehrere nicht-kodierende 
Sequenzen einschlicBlich Intro n sequenzen, vorzugsweise 
zwischen Promotor und dem Startcodon des Polypeptids, 
und/oder eine polyA-Sequenz, insbesondere die naturlich 
vorkommende polyA-Sequenz oder eine S V40 Virus polyA- 
Sequcnz, vor allem am 3-Ende des Gens enthalt, da hier- 
durch eine Stabilisierung der mRNA in der Zelle erreicht 
werden kann (Jackson, R. J. (1993) Cell, 74, 9-14 und Pal- 
miter, R. D. et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 
478-482). 

Das erfindungsgemaBe Transfektionssystem laBt sich auf 
einfache Weise dadurch hersteilen, daB ein oder mehrere der 
oben beschriebenen oder kauflich zu erwerbenden Infiltra- 
tor-Kathetcr, ein oder mehrere der oben beschriebenen Nu- 
kleinsauren, gegebenenfalls geeignete Hilfs- und/oder Zu- 
satzstoffe und gegebenenfalls ein Fuhrungsdraht zusam- 
mengestellt werden. 

Als Hilfs- und/oder Zusatzstoffe eignen sich beispiels- 
weise dem Fachmann bekannte Stabilisatoren, wie Nukleas- 
einhibitoren, vorzugsweise Komplexbildner wie EDTA, 
Proteaseinhibitoren oder Erdalkalilosungen insbesondere 
bei Verwendung von Sendai- Viren im erfindungsgemaBen 
Transfektionssystem, wie z. B. cine CaCl 2 -L6sung, die vor- 
zugsweise vor einer Transfektion mit Virosomen hinzugege- 
ben wird. 

Der beschriebene Infiltrator- Katheter alleine oder in Form 
des erfindungsgemaBen Trans fektionssy stems eignet sich in 
vorteilhafter Weise fur die somatische Gentherapie, insbe- 
sondere zur Behandlung von GefaBerkrankungen, genetisch 
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bedingten Erkrankungen und/oder durch Gentransfer thera- 
pierbare Erkrankungen einschlieBlich deren Pravention, wie 
beispielhaft oben bereits naher beschrieben. 

Dahcr erstreckt sich die vorliegendc Erfindung auch auf 
die Verwendung eines Infiltrator-Katheters fur die somati- 5 
sche Gentherapie und zur Herstellung eines Trans fektions- 
systems fiir die somatische Gentherapie. Die vorliegende 
Erfindung erstreckt sich ferncr auf die Verwendung des er- 
findung sgemaBen Transfektionssystems fur den somatische 
Gentransfer, insbesondere zur Behandlung oder Pravention to 
der beschriebenen Erkrankungen. 

Der uncrwartete Vorteil der vorliegenden Erfindung liegt 
darin, daB im Gegensatz zu anderen in der Literatur be- 
schriebenen Kathetern, die fiir die lokale Applikation von 
Arzneimitteln entwickelt worden sind, ein Infiltrator-Kathe- 15 
ter fiir die Ubertragung von einer oder inehreren Nuklein- 
sauren in der somatischen Gentherapie besonders gut. geeig- 
net ist. Der Infiltrator- Katheter konnte im GefaB genau posi- 
tioniert werden, fuhrte bei Inflation des Ballons zu einem 
dichten VerschluB des GefaBes, so daB die Injektionsports 20 
durch den Ballon in die GefaBwand gedriickt wurden und 
die Injektion der Nukleinsaure(n) unter geringem Druck 
wirkungsvoll erfolgen konnte, was nur zu minimalen Veran- 
derungen der GefaBwand fuhrte. Hierdurch konnte bei kur- 
zen VerschluBzeiten des GefaBes (maximal ca. 30 Sekun- 25 
den) eine effiziente Transfektion der GefaBwand und eine 
hohe und dauerhafte Expression der gewiinschten Nuklein- 
saure erreicht werden. 

Die folgenden Figuren undBeispiele sollen die Erfindung 
naher eriautern ohne sie darauf zu beschranken. 30 

BESCHREIBUNG DER FIGUREN 

Fig. 1 zeigt eine Rontgenaufnahme der Beckenstrombahn 
des Schweins wahrend der Transfektion der linken A. iliac a. 35 
Die Aufnahme zeigt den inflatierten Infiltrator-Katheter (B) 
in der A. iliaca (A) des Schweins. Distal vom Katheter ist 
der Fuhrungsdraht zu erkennen, der zur Einfuhrung des Ka- 
theters benutzt wurde (C). Der dichte VerschluB des GefaBes 
durch den inflatierten Ballon ist an der fehlenden Kontra- 40 
stierung der distal gelegenen Fcmoralarterien zu erkennen 
(vgl. rechte Seite). 

Fig. 2a und b zeigen den immunhistochemischen Nach- 
weis der iNOS Expression in Iliacalarterien des Schweins 
nach Transfektion mit dem Konlrollvektor (Fig. 2a) bzw. 45 
mit dem pSCMV-iNOS-Vektor (Fig. 2b). Die dunkle Far- 
bung in (Fig. 2b) (Pfeil) weist auf eine starkeiNOS Expres- 
sion hin. 

Fig. 3 A und B zeigen den Nachweis der NOx- Akkumula- 
tion im Kulturiiberstand von GefaBen, die entweder mit dem 50 
pSCMV-iNOS- Vektor (A) bzw. mit dem Kontrollvektor (B) 
trans fiziert wurden. Wahrend im Kontrollsegment (Fig. 3B) 
kein NOx-Signal feststellbar ist, findet man im trans fizierten 
GefaB eine deutliche NOx-Freisetzung (Fig. 3 A). 
(ppB = parts per billion) 55 

BEISPIEL 

Expression des induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase- 

Gens in der Aorta femoralis des Schweins 60 

1. Transfcktionsprotokoll 

1 . 1 Vorbereitung der DNA 

65 

200 ug des Genlransfervcktors pSCMV-iNOS, der fiir die 
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase der Maus kodiert 
(DE 44 11 402 Al), in einer Konzentration von 2 ug/ul ge- 
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Lost in IE-Puffer (10 mM Tris • HC1, pll 7.4) wurden mit 
64 ug HMG-1 Protein aus Kalbsthymus gelost in BSS-Puf- 
fer (140 mM NaCl, 5,4 mM KC1, 10 mM Tris • CI, pH 7,6) 
gemischt und die Losung mit BSS-Puffer auf ein Endvolu- 
men von 200 ul eingestellt. Die erhaltene Losung wurde fiir 
30 min bei 37°C inkubiert. 

1.2 Liposomenherstellung 

Je 5 mg eines Lipidgemisches aus Phosphatidylcholin 
(PC), Cholesterin (C) und Phosphatidylserin (PS) mit einem 
GcwichtsverhalLnis in der Mischung von 4,8 : 2 : 1 wurden 
in 2 ml Diethylether gelost. Zu den gelosten Lipiden wurden 
200 pi der in Beispiel 1.1 hergestellten DNA-L6sung gege- 
ben. Das Gemisch wurde dann 2 min durch Vortexen homo- 
genisiert und anschlieBend fiir 10 sec. in einem UltraschaLl- 
bad beschallt. AnschlieBend wurde der Ether bei 37°C in ei- 
nem Rotationsverdampfer evaporiert. Die verbleibende 
Emulsion wurde daraufhin ca. 2 min bis zum Auftreten ei- 
ner Opaleszenz gevortext. 

1.3 Vorbereitung der Sendai-Viren 

Sendai-Viren wurden nach Standard verfahren in der Cho- 
rioallantoisflussigkeit befruchteter Huhnereier angezuchtet. 
(Nakanishi, M. et al. (1985) Exp. Cell. Res., 159 (2), 
399-409). Die Viren wurden anschlieBend durch folgendes 
Zentrifugationsverfahren in einem Sorvall GSA-Rotor bei 
4°C gereinigt: 

1. Chorioallantoisflussigkeit: 10 min bei 3000 rpm 

2. Uberstand: 30 min bei 13 000 rpm 

3. Pellet: in BSS-Puffer resuspendiert 

4. Suspension: 10 min bei 3000 rpm 

5. Uberstand: 30 min bei 13 000 rpm 

6. Pellet: in BSS-Puffer resuspendiert. 

AnschlieBend wurde der Titer auf 16 000 Hamagglutina- 
tions-Einheiten (HAU)/ml eingestellt. Kurz vorder Verwen- 
dung wurden die Viren durch UV-Bestrahlung bei 11 
J/in • s inaktivicrt. 

1.4 Herstellung undReinigung der Virosomen (HVJ-Lipo- 
somen) 

1 ml der gemaB Beispiel 1 .3 hergestellten und UV-inakti- 
vierten Viren (16 000 HAU) wurden mit den gemaB Beispiel 
1.2 hergestellten Liposomen gemischt und 10 min auf Eis 
inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension zur Fusion 
der Viren mit den Liposomen 60 min lang auf einem Rund- 
schuttler (120 rpm, 37°C) geschuttelt. Die gebildeten Viro- 
somen wurden danach von den nicht-eingebauten Viren 
durch Ultrazentrifugation iiber ein Saccharosekissen (30% 
Saccharose) bei 28 000 rpm in einem TH641 -Rotor, Sovall 
Instruments, bei 4°C abgetrennt. Die Virosomen bandierten 
dabei auf dem Saccharosekissen und die nicht-eingebauten 
Viren sedimentierten auf den Boden des Rohrchens. Die Vi- 
rosomen wurden anschlieBend abgenommen und bis zur 
Transfektion auf Eis gelagert. Kurz vor der Durchfuhrung 
der Transfektion wurde CaCl 2 zu einer Endkonzentration 
von 2 mM hinzugegeben. 

1.5 Transfektion 

Die Transfektion erfolgte durch Injektion von 300 ul der 
gemaB Beispiel 1.4 hergestellten Virosomen (8-10 ug 
pSCMV-iNOS eingeschlossen in HVJ-Liposomen, ca. 1000 
HAU) in die A. iliaca bei Munchner Minischweinen iiber 
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die beschriebenen Katheter. Die Injektionsdauer betrug etwa 
10 sec. Als KonLrolLe wurden Virosomen eingesetzt, die den 
Vektor pSCMV2 (DE44 11 402 Al) enthielten. 

2. Operative Eingriffe 

Die linke A. carotis wurde mittels eines chirurgischen 
Eingriffs freigelcgt und nach modifizierter Scldinger Tcch- 
nik eine 7-F bzw. 9-F Schleuse eingeftihrt. Uber diese 
Schleuse erfolgten alle weiteren angiographischen oder in- 
terventionellen Schritte. Zunachst wird uber einen Kalibrie- 
rungs-Pig-tail KatheLcr cine Ubersichtsangiographie der di- 
stalen Aorta und der BeckengefaBe angefertigt. Anschlie- 
Bend wurde der Katheter zur lokalen Transfektion uber ei- 
nen Fuhrungsdraht bis in die Femoralarterien vorgeschoben. 
Die Transfektionslosung wurde dann uber einen seitenstan- 
digen Injektion sport, entsprechend der Angaben des Herstel- 
lers fur die lokale Applikation von Pharmaka in das GefaB 
eingebracht. Dabei wurden in demselben Tier Expressions- 
vektor und Kontrollvektor in die rechte bzw. linke A. femo- 20 
ralis injiziert. Nach Entfernen des Katheters wurde die A. 
carotis durch eine GefaBnaht verschlossen. AnschlieBend 
erfolgte der WundverschluB. 

3. Immunhistochemischer Nachweis 25 

Gefrierschnitte (8 urn) der transfizierten GefaBwandab- 
schnitte wurden mit monoklonalen anti-iNOS-Antikorpern 
(Transduction Laboratories, #N32020) umgesetzt. Der 
Nachweis der Antikorperbindung erfoLgte uber einen Strep- 30 
tavidin/Peroxidase Komplex anhand von biotinylierten anti- 
Maus-Antikorpern (Vector Laboratories, #BA-2000) mit 
dem Vecta Stain Elite Kit (Vector Laboratories, #PK-6100). 

4. Biochemischer Nachweis 35 

Zusatzlich zur Irnmunhistochemie wurde direkt eine er- 
hohte NO-Bildung durch die transfizierten GefaBe anhand 
der Nitrat/Nitrit-(NOx)Akkumulation im Kulturuberstand 
explantierter transfizierter GefaB abschnitte nachgewiesen. 40 
Transfizicrte GcfaBabschnittc wurden in Krebs-Hcnseleit- 
puffer inkubiert (in mmol/L: 116 NaCl; 4,6 KC1; 1,1 
MgS0 4 ; 24,9 NaHG0 3 ; 2,5 CaCl 2 ; 1,2 KH 2 P0 4 ; 10 Glucose 
und 0,5 EDTA aquilibriert mit 95% 0 2 und 5% C0 2 (pH 7,4; 
37°Q). Die Inkubation erfolgte uber 24 h bci 37°C. Die 45 
NOx Akkumulation wurde nach Reduktion von Nitrat + Ni- 
Lrit zu NO mit Hilfe des Chemilumineszens-Verfahrens be- 
stimmt (Nitric Oxide Analyzer NOA 280 (Sievers Inc., 
USA). 

50 

5. Ergebnisse 

5.1 DerDispatch-KaLheler 

Bei der Verwendung eines Dispatch-Katheters gelang 55 
keine effiziente Transfektion, da eine dichtschlieBende iso- 
lierte Kanimer durch Inflatieren der Spiralelemente nicht 
hergestellt werden konnte. Die Injektion der Vektoren uber 
den Katheterschaft fuhrte zu keinerlei Drucksteigerung, die 
bei einer geschlossenen Kammer zu erwarten gewesen ware. <30 
Die Undichtigkeit der Kammer wurde durch das schnelle 
AbflicBcn von Rontgenkontrastmittcl aus der Kammer nach- 
gewiesen. Der Dispatch-Katheter ist daher fur einen lokalen 
Gentransfer nicht geeignet. 

65 

5.2 Der Infiltrator-Katheter 
Im Gegensatz zum Dispatch-Katheter oder Nadelinjekti- 
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onskatheter erlaubte der Infiltrator-Katheter (Barath Drug 
Delivery Catheter mit 3 X 7 Injektion sports in der Langs- 
achse mit einer zylinderartigen Form der Ports, die nach 
oben Leicht konisch zulauft, Model No. DD 140015, Inter- 
5 ventional Technologies Europe Ltd., Irland) eine genaue Po- 
sitionierung (siehe Abb. 1) und fuhrte bei Inflation des Bal- 
lons zu einem dichten VerschluB des GefaBes. 

Wie Abb. 2 zeigt, konnte in den transfizierten GefaB ab- 
schnitten eine deutliche Immunreaktivitat nachgewiesen 
10 werden, die bis zu 50% des GefaBwanddurchmessers er- 
reichte. Eine entsprechende Farbung fehlte in den Kontroll- 
transfizierten Gefafien, so daB dicser Nachweis spezifisch 
die Expression der iNOS erfafite. 

Abb. 3 zeigt, daB nach Transfektion eine deutlich erhohte 
15 NOx Freisetzung im Vergleich zu Abschnitten, die mit dem 
Kontrolvektor transfiziert wurden, erhalten wurde. 

Mit dem Infiltrator-Katheter konnte somit eine effiziente 
in vivo Transfektion der GefaBwand, die bis zu 50% des Ge- 
faBwanddurchmessers erreichte, bei kurzen VerschluB zei ten 
der GefaBe (max. 30 s) gezeigt werden. 

Patentanspriiche 

1. Transfektionssystem enthaltend 

(a) einen oder rnehrere Infiltrator- Katheter; 

(b) eine oder rnehrere Nukleinsauren; und gege- 
benenfalls 

(c) geeignete Hilfs- und/oder Zusatzstoffe. 

2. Transfektionssystem nach Anspruch 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Infiltrator-Katheter einen oder 
rnehrere Injektionsports mit einer Hone von ca. 
100-500 urn enthalt. 

3. Transfektionssystem nach Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Infiltrator-Katheter ca. 5 
x 7 Injektionsports enthalt. 

4. Transfektionssystem nach einem der Ansprtiche 
1-3, dadurch gekennzeichnet, daB der Infiltrator-Ka- 
theter ein mehrlumiger Katheter ist. 

5. Transfektionssystem nach einem der Anspruche 
1-4, dadurch gekennzeichnet, daB der Infiltrator-Ka- 
theter einen zentralen rohrenformigen Schaft, einen 
aufblasbaren Ballon, der den Schaft an einer geeigne- 
ten Stelle umschueBt und eine rohrenformige Man- 
schette enthalt, die an der Stelle des aufblasbaren Bal- 
lons einen oder rnehrere Injektionsports enthalL. 

6. Transfektionssystem nach einem der Anspruche 
1-5, dadurch gekennzeichnet, daB das Transfektionssy- 
stem zusatzlich einen Fuhrungsdraht enthalt. 

7. Transfektionssystem nach einem der Anspruche 
1-6, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure in 
nackter, viraler oder nicht- viraler Form vorliegt. 

8. Transfektionssystem nach einem der Anspruche 
1-7, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure in 
Form einer Plasmid-DNA, in Form eines Antisense- 
Oligonukleotids, in Form eines rekombinanten Adeno- 
virus oder in Form eines rekombinaten Adeno-assozi- 
ierten Virus (AAV) vorliegt. 

9. Transfektionssystem nach Anspruch 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der genannte Adenovirus ein repli- 
kationsdefizienter Adenovirus ist. 

10. Transfektionssystem nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB das AAV ausschlicBlich aus zwei 
invertierten terminalen Wiederholungssequenzen 
(TTR) und der genannten Nukleinsaure und gegebenen- 
falls nicht- AAV-spezifischen Nukleinsauren besteht. 

11. Transfektionssystem nach Anspruch 1-7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure in Form eines 
Nukleinsaure-Liposomen-Komplexes vorliegt. 
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12. Transfektionssystem nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Nukleinsaure-Liposomen- 
Komplex auch ein oder mehrere Nukleinsaure-Binde- 
protcine enthalt. 

13. Transfektionssystem nach einem der Anspriiche 5 
1-12, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure 
fur ein therapeutisch wirksames Genprodukt kodiert. 

14. Transfektions system nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB das therapeutisch wirksame Gen- 
produkt eine Stickstoffmonoxid-Synthase ist. 10 

15. Transfektionssystem nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB die fur ein therapeutisch 
wirksames Genprodukt. kodierende Nukleinsaure eine 
oder mehrere nicht- kodierende Sequenzen und/oder 
eine polyA-Sequenz enthalt. 15 

16. Verfahren zur Hersteliung eines Transfektionssy- 
stems gemaB einem der Anspriiche 1-15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein oder mehrere Katheter gemaB ei- 
nem der Anspriiche 1-5, eine oder mehrere Nuklein- 
sauren und gegebenenfalls geeignete Hilfs- und/oder 20 
ZusatzstofTe und gegebenenfalls ein Fiihrungsdraht zu- 
sammengestellt werden. 

17. Verwendung eines Transfektionssystems gemaB 
einem der Anspriiche 1-15 fur die somatische Genthe- 
rapie. 25 

18. Verwendung nach Anspruch 17 zur Behandlung 
von GefaBerkrankungen, genetisch bedingten Erkran- 
kungen und/oder durch Gentransfer therapierbare Er- 
krankungen einschlieBlich deren Prevention. 

19. Verwendung eines Katheters gemaB einem der An- 30 
spriiche 1-5 fur die somatische Gentherapie. 

20. Verwendung eines Katheters gemaB einem der An- 
spriiche 1-5 zur Hersteliung eines Transfektionssy- 
stems fur die somatische Gentherapie. 
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